昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, August 2010, 53(8) : 841 -848 ISSN 0454-6296 


— IL 8E SD su 8 EJ 70 基因 的 克隆 及 
热 胁迫 下 的 表 过 分 析 


EPAR”, WAE, HPN 


(1. 扬州 大 学 应 用 昆虫 研究 所 ,江苏 扬州 225009; 2. 旱 阳 师范 学 院 生命 科学 学 院 ， 安 徽 旱 阳 236032) 


摘要 : PREH 70 是 已 知 热 休克 蛋白 家 族 中 最 重要 的 一 种 , 它 在 细胞 内 的 大 量 表达 可 以 明显 改善 细胞 的 生存 能 
Jj, 提高 对 环境 胁迫 的 耐 受 性 。 为 探讨 热 胁 迫 对 二 化 量 Chilo suppressalis 幼虫 热 休克 和 蛋白 70 表达 的 影响 ,采用 RT- 
PCR 及 RACE 技术 从 二 化 坚 血 淋巴 细胞 中 克隆 了 热 休 克 和 蛋 昌 70 基因 全 长 cDNA 序列 。 该 基因 全 长 102 bp, 开放 阅 
读 框 (open reading frame, ORF) 7j 1 959 bp, 编码 652 AAR, 5' 非 编码 区 (untranslated region, UTR) 为 81 bp, 
3'UTR 为 62 bp。 从 该 基因 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 的 同 源 序列 比较 有 很 高 的 相似 性 (73% ~ 97% )。 实 时 定量 
PCR 显示 二 化 蜡 HSP70 基因 能 被 热 胁 迫 诱导 表达 , 幼虫 血 淋 巴 细胞 的 HSP70 基因 在 36% 时 表达 量 最 高 。 流 式 细胞 
术 研 究 发 现 HSP70 在 蛋白 质 水 平 上 的 表达 变化 与 在 mRNA 水 平 上 高 度 一 致 , 说 明 二 化 蜡 HSP70 基因 在 转录 及 翻译 
水 平 上 受到 热 应 激 的 调节 。 
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Abstract: Heat shock protein 70 ( HSP70) is one of the most conservative and important proteins in heat 
shock protein family. Overexpression of HSP70 may obviously improve the survivability of cells, and 
enhance their tolerance to stress. To investigate the effects of heat stress on HSP70 expression in Chilo 
suppressalis larvae, RT-PCR and RACE methods were used for cloning the full length cDNA encoding 
HSP70 from haemocytes of C. suppressalis in this study. The cDNA obtained is 2 102 bp in length, 
containing an ORF of 1 959 bp, encoding 652 amino acid residues, with a 5'UTR of 81 bp and a 3'UTR of 
62 bp. Cluster analysis confirmed that the deduced amino acid sequence shared high identity with the 
reported homologous sequences from other insects (73% -97% ). Real-time quantitative PCR showed that 
HSP70 gene expression could be induced by heat stress. The maximal induction of HSP70 gene expression 
in larval haemocytes of C. suppressalis was achieved at 36'C. HSP70 protein expression was observed by 
using flow cytometry. The results revealed that the expression profiles of HSP70 at both the mRNA level and 
the protein level are highly in agreement with each other. 
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SV AKTE H heat shock proteins, HSPs) 是 细胞 (Johnston et al., 1998; Feder and Hofmann, 1999), 
或 生物 体 受 到 环境 胁迫 或 有 害 刺激 后 合成 的 一 类 遗 。 根据 分 子 量 不 同 , 可 将 热 休 克 和 蛋 日 分 为 热 休克 和 蛋 日 
传 上 高 度 保守 的 和 蛋 日 , 在 原核 生物 和 真 核 生物 中 普 。 90 (HSP90) BREH 70 (HSP70) 、 热 休克 和 蛋 日 60 
JEJE, 参与 生日 质 的 合成 、 折 和 大、 装配 .路 膜 转运 《HSP60) 和 小 分 子 热 休 克 和 蛋白 (sHSP) 等 多 个 家 族 
以 及 变性 和 蛋白质 的 清除 等 ,起 到 分 子 伴侣 的 作用 ( Feder and Hofmann, 1999; Sgrensen et al., 2003) , 
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HSP70 是 热 休克 蛋白 家 族 的 主要 一 员 , 它 是 细 
胞 在 热 激 条 件 下 的 主要 表达 产物 ( Serensen et al., 
2003). WARIH, HSP70 与 生物 体 的 适应 能 力 具 
有 重要 的 相关 性 ,其 大 量 表 达 有 助 于 维持 细胞 内 稳 
态 , 改善 机 体 的 生存 能 力 和 提高 对 环境 胁迫 或 伤害 
的 耐 受 性 (Feder and Hofmann, 1999) 。 因 而 , 选用 
保守 的 HSP70 作为 分 子 标记 物 来 研究 同 种 生物 在 
不 同 温度 诱导 下 的 表达 变化 规律 , 可 以 更 好 地 了 解 
物种 生态 适应 的 分 子 机 理 和 耐 热机 制 ( Yocum, 
2001; Hellmann, 2002; McMillan et al., 2005; 
Sørensen et al., 2005). 目前 热 胁迫 下 的 分 子 适 应 
机 理 在 多 种 昆虫 中 进行 了 广泛 研究 ,结果 表明 不 同 
昆虫 的 HSP70 在 转录 及 翻译 水 平 上 应 答 反应 各 不 
相同 ( Wang and Kang, 2005; Huang and Kang, 
2007; 陈 亮 等 , 2007; ÆA, 2007; 王 海 鸿 和 雷 
促 仁 ,2008 ; Bahrndorff et al., 2009) , 

二 化 蜡 Chilo suppressalis ( Walker) 是 水 稻 上 
的 主要 害虫 之 一 ,在 我 国 从 南 到 北 均 有 分 布 ,并 
具有 很 强 的 抗 逆 性 。 有 关 环 境 温 度 对 二 化 蝶 影 响 
的 研究 已 有 报道 , 但 主要 是 研究 温度 对 二 化 蜡 种 
群生 长 发 育 、 存 活 和 繁殖 的 影响 以 及 耐 宕 性 研究 
(Ek 5 Ap, 1957; 罗 举 等 ,2005; 3 OK LAS, 
2008) , I 2S — 46 X) TAXE i8 Y B 5r T DLP 
至 今 未 见报 道 。 血 淋巴 细胞 可 通过 开放 的 循环 系 
统 般 布 昆 虫 各 个 组 织 需 官 ， 分 析 昆 虫 血 淋巴 细胞 
中 HSP70 的 表达 变化 , 对 最 终 评价 昆虫 抗 赣 能 力 
是 不 可 或 缺 的 。 本 实验 利用 RACE 方法 ,元 隆 并 
测定 了 二 化 坚 HSP70 cDNA 的 全 长 序列 ; 通过 实 
时 痰 光 定 量 PCR 和 流 式 细 胞 术 等 方法 , 分 析 了 热 
WB F —46 4 HB d PRESA HSP70 在 mRNA 和 
重 日 质 水 平 上 表达 量 的 变化 ,从 分 子 水 平 探讨 二 
化 蚂 幼 虫 的 抗 逆 适 应 机 理 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 及 血 淋 巴 细胞 制备 

二 化 蜡 幼 虫 采 目 江苏 扬州 郊区 水 稻田 , 在 实验 
室 利 用 水 稻 种 苗 人 工 饲 养 楷 殖 。 饲 养 环 境 条 件 : du 
HE28'C, RH >80% , 光 周 期 16L:8D。 实 验 虫 态 为 
个 体 大 小 一 致 的 5 龄 幼虫 。 将 二 化 旦 5 WEZ HZ 
馏 水 冲洗 2 次 , RRR, SURE IE, 轻 轻 挤 压 虫 
体 , 将 流出 的 血 淋 巴 转移 到 含有 200 uL PBS 缓冲 
W Eppendorf 管 中 ( 内 有 少量 茶 基 硫 脲 )。 稀 释 后 
的 血 淋 巴 在 4%C , 800 g 离心 5 min , AEW, VYE 





的 血 淋 巴 细胞 用 PBS 漂洗 2 次 , 用 于 RNA 的 提取 
以 及 HSP70 和 蛋 日 流 式 细胞 检测 。 
1.2 试剂 

UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA 提取 试剂 盒 购 目 上 
海 生 物 工程 公司 ; Taq Bg, M-MLV 反 转 录 酶 、3'-Full 
RACE 试剂 盒 (TaKaRa Code; D314) ,5'-Full RACE 
试剂 盒 ( TaKaRa Code: D315), pMDIS8-T 载体 和 
SYBR? Premix Ex Tag™ 等 购 自 大 连 宝 生物 公司 
(TaKaRa); DNA 回收 试剂 盒 为 北京 百 泰克 生物 公 
司 产品 ; 人 免 抗 HSP70 5r Bii f A KIER (FITC) 标记 
Apia lgG、 抗 体 稀 释 液 等 购 上 自 武 汉 博 士 德 生物 工 
程 公司 ; 大 肠 杆菌 菌株 DHSa 为 本 实验 室 保存 ; 引 
物 由 上 海 生物 工程 公司 合成 。 
1.3 RNA 的 提取 及 第 一 链 cDNA 的 合成 

血 淋 巴 细胞 内 总 RNA 提取 按照 上 海 生 工 公 司 
的 Trizol RNA 提取 试剂 盒 说 明 进 行 。 以 总 RNA 为 
模板 , Oligo( dT) 为 引物 , 利用 M-MLV 反 转 录 酶 合 
成 cDNA 第 一 链 。 用 于 3 RACE 及 5’ RACE 的 
cDNA 第 一 链 合成 按 TaKaRa 试剂 盒 说 明 进 行 。 
1.4 HSP70 基因 中 间 片 段 的 克隆 

利用 BLAST 分 析 NCBI 已 经 登录 的 其 他 昆虫 
HSP70 妥 基 酸 序 列 的 保守 区 域 , 设计 一 对 人 简 并 引 
物 Pl 和 P2( 表 1) 用 于 扩 增 HSP70 基因 中 间 广 
段 。 反 应 条 件 : 940C 预 变 性 4 min, 94 变性 40 s, 
55 CiB/K 40 s, 727C 延伸 1 min, 30 个 循环 后 再 
72C JER 10 min。 反 应 结束 后 用 1.0% 的 琼脂 糖 
Bt uk PCR 产物 , 回收 目的 片段 进行 克隆 
测序 。 
1.5 HSP70 基因 的 3'RACE 

根据 所 克隆 到 的 中 间 捷 段 测序 绪 采 设计 特异 引 
物 , 利用 3'RACE 法 延伸 HSP70 基因 3' 端 , 参照 大 
连 宝 生物 公司 (TaKaRa) 产品 说 明 进 行 : 以 总 RNA 
为 模板 ,采用 试剂 盒 内 的 接头 引物 和 反 转 录 酶 合成 
3'RACE cDNA; 再 以 转录 产物 为 模板 , 用 特异 引物 
3'GSPI ( 3€ 1L) 和 试剂 盒 内 的 通用 引物 3'RACE Outer 
Primer 进行 第 1 轮 PCR; 以 第 1 轮 PCR 产物 为 模 
板 , 利用 特异 引物 3'GSP2( 表 1) 和 试剂 盒 内 的 通用 
引物 3' RACE Inner Primer 进行 第 2 $558 5X PCR, 
反应 条 件 参照 试剂 盒 内 说 明 书 进行 。 反 应 结束 后 用 
1.096 的 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 查 PCR 产物 , 回收 目的 
片段 进行 克隆 测序 。 
1.6 HSP70 基因 的 5'RACE 

根据 已 知 中 间 片 段 序 列 设计 特异 性 引物 , 参照 
大 连 宝 生物 公司 (TaKaRa) 5'Full RACE 试剂 盒 说 明 
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R1 实验 中 所 用 引物 列表 


Table 1 Primer sequences used in the cDNA cloning and real-time PCR in this study 


引物 类 型 Primer type 
cDNA isolation ( RT-PCR) 
P1 
P2 
5'- and 3'-cDNA end isolation ( RACE) 
S'GSPI 
S'GSP2 
S'RACE outer primer 
S'RACE inner primer 
3'GSPI 
3'GSP2 
3'RACE outer primer 
3'RACE inner primer 
Primers used in quantitative PCR 
P3 
P4 
P5 
P6 


明 进 行 : 对 提取 的 总 RNA 进行 CIAP TAP 处 理 , 并 
与 5'RACE 接头 连接 后 , 反 转 录 合成 cDNA, 同时 进 
fT M-MLV( -) 5 TAP( - ) 实 验 。 以 上 述 cDNA 为 
模板 , 使 用 特异 引物 5'GSPI CA 1) 和 试剂 盒 内 的 
通用 引物 5'RACE Outer Primer 进行 第 1 轮 PCR; 以 
第 1 轮 PCR 产物 为 模板 , 使 用 特异 引物 5'GSP2( 表 
1) 及 试剂 盒 提供 的 通用 引物 5'RACE Inner Primer 
进行 第 2 轮 PCR 扩 增 。 反 应 条 件 参照 试剂 盒 内 说 
明 书 进行 。 反 应 结束 后 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
检查 PCR 产物 , 回收 目的 片段 进行 克隆 测序 。 
1.7. 扩 增 产物 的 克隆 与 序列 测定 

用 DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 PCR. 扩 增 产物 。 
回收 产物 与 pMD18-T 载体 进行 连接 , 连接 产物 转 
化 到 大 肠 杆菌 DH5a, 在 含 氢 下 青霉素 的 培养 基 上 
HEITE HAE, ENLA H EA, 进行 菌 洲 
PCR 鉴定 。 阳 性 再 液 送 上 海 生 物 工 程 公司 测序 。 
根据 测序 得 到 的 5 和 3 " 问 搬 段 的 序列 ,分 别 设 计 扩 
增 全 长 cDNA 的 引物 , 用 来 验证 基因 的 完整 性 。 
1.8 氨基 酸 序 列 比较 及 同 源 性 分 析 

用 BLAST 进行 同 源 性 比较 ; 开放 阅读 框 
(ORF) FH (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. 
html) 分 析 ; 利用 (http ://au. expasy. org/) 推导 氨基 
酸 序列 及 分 子 量 佑 算 ; 利用 Clustal X 将 推导 的 二 化 
KH HSP70 氨基 酸 序列 与 其 他 已 知 的 8 种 昆虫 


引物 序列 Primer sequence (5' -3") 


AGCCTACAAAGGTGAAGATAA 
TGTCAAGACCGTAAGCAAT 


ACAAAGATGAAGGAAACAGCCGAG 
CGAATCATCAACGAACCTACTGCT 
CATGGCTACATGCTGACAGCCTA 
CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG 
CAGCAGCAGTAGGTTCGTTGAT 
GCCTCGGCTGTTTCCTTCATCT 
TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 
CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG 


AGCCTACAAAGGTGAAGATAA 
TGTCAAGACCGTAAGCAAT 
TCGAGCCGCACGAGATTGAGCA 
CAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC 


HSP70 氨基 酸 序 列 进行 多 序列 比 对 分 析 ， 用 
PHYLIP 软件 采用 NJ 方法 构建 系统 进化 树 。 
1.9 HSP70 基因 实时 定量 分 析 

随机 挑选 15 头 5 龄 幼虫 作为 一 实验 组 ， 每 一 
实验 组 设 3 个 重复 。 热 胁迫 不 同 温 度 处 理 为 : 
33%C ,36%C 和 39C ,每 一 个 温度 人 处理 组 各 处 理 2 h 
作为 实验 组 , 对照 组 为 28'C 。 

按 上 述 方法 收集 血 淋 巴 细胞 ,提取 总 RNA, 反 
转录 成 cDNA。 根 据 克 隆 的 二 化 坚 HSP70 基因 
cDNA 全 序列 , 设计 用 于 实时 定量 PCR 的 引物 P3 
和 了 P4( 表 1)。 二 化 蜡 18S rRNA 被 克隆 (CenBank 
登录 号 : GQ265912) 作为 实时 定量 PCR 的 内 标 , 并 
设计 其 一 对 引物 P5 和 P6( 表 1) 用 于 PCR 扩 增 。 采 
用 SYBR Green | Bx & 2€ JGIE HÍT real-time PCR 扩 
增 反 应 。PCR 反应 体系 为 20 uL: SYBR® Premix Ex 
Taq (2 x ) 10 uL, ROX Reference Dye (50 x ) 
0.4 uL, 10 pmol/L 的 上 下 游 引 物 各 0.4 uL, cDNA 
模板 2 pL, 灭 菌 超 纯 水 6.8 kL。 用 2 步 法 进行 
PCR, 在 ABI7500 PCR 仪 (美国 应 用 生物 系统 公司 ) 
上 进行 : 95%C 30 s; 随后 95%C 5 s, 55% 30 s, 40 个 
循环 。 反 应 结束 后 , HAA RAE PCR 反应 的 
村 异性 。 采 用 比较 C+ 相对 定量 法 (Livak and 
Schmittgen, 2001) ,该 方法 在 假设 目标 基因 片段 和 
持家 基因 片段 扩 增 效率 一 致 的 情况 下 , 通过 2 UU 
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方法 进行 相对 定量 ,Ci 值 为 灾 光 信号 有 统计 学 意 
义 显 著 增 长 时 的 循环 次 数 ，A 人 Ci 值 为 目的 基因 Ci 
与 管家 基因 C, WAE, AAC 为 各 试验 组 人 Ci 5 
选择 的 对 照 组 人 Ci 的 差 值 , 平均 相对 含量 2 “为 
相对 于 对 照 组 水 平 的 倍数 。 
1.10 流 式 细胞 仪 检测 HSP70 E AKE 

随机 挑选 15 k 5 龄 幼虫 作为 一 实验 组 ,每 一 
实验 组 设 3 个 重复 。 幼 虫 热 胁 迫 处 理 按 1.9 方法 进 
行 。 收 集 的 血 淋 巴 细胞 固定 于 4% 多 聚 甲 醛 中 , 4C 
保存 备用 。 血 淋巴 细胞 内 HSP70 和 蛋白 检测 参照 文 
献 ( 沈 关 心 和 周 汝 豚 , 2002; 曲 凌云 等 , 2004 ) 。 

取 多 聚 甲醛 固定 的 细胞 ，800 r/min 离心 
10 min, PBS x8 ZH. E EUESAEÁAS EAS A PI DI : 
一 份 作为 阳性 处 理 样 , 男 一 份 作 为 阴性 本 底 对 照 。 
阳性 处 理 样 进行 如 下 处 理 :样品 经 0.1% Triton-100 
破 膜 , 加 入 200 pL 按 1:200 稀释 的 单 克 隆 抗体 免 
Hi HSP70, 18% EE fy 30 min, PBS 洗涤 细胞 。 加 入 
300 uL F% 1: 100 稀释 的 FITC fp iul] L HEE 9098 
IgG, 18C HEIRE 30 min, PBS 洗涤 细胞 ,0.3 mL 
PBS EE Hi D zx 2p N (26 Bs] BD 公司 ) 在 488 
nm 波长 分 析 。 阴 性 本 底 对 照 : 不 进行 免 抗 HSP70 
孵育 ， 其 余 同 阳性 处 理 样 。 

流 式 细胞 仪 计数 10 000 个 细胞 , 细胞 荧光 强度 
言 号 反映 细胞 中 标记 牌 白 的 表达 量 。 每 个 样本 的 阳 
性 处 理 样 的 平均 严 光 强度 和 阴性 本 底 对 照 的 平均 灾 
光 强 度 比 值 反 映 该 样本 的 相对 和 蛋 昌 表达 水 平 。 
1.11 数据 统计 与 分 析 

实验 数据 用 平均 数 + 标准 差 (SD) 表 示 ; 组 间 
比较 用 单 因素 方差 分 析 (One-way ANOVA), WA 
数据 由 SPSS 11.0 软件 分 析 处 理 , P «0.05 为 可 接 
受 的 显著 性 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZAE HSP70 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

采用 RT-PCR 方法 , 用 简 并 引物 Pl 和 P2 2 3$ 
出 符合 预期 大 小 的 目的 条 带 , 回收 克隆 后 测序 ， 获 
得 244 bp 的 序列 , 通过 NCBI 数据 库 BLAST 检索 ， 
与 其 他 物种 的 HSP70 基因 序列 有 较 高 的 同 源 性 。 
根据 已 获得 的 基因 序列 , 设计 特异 性 引物 ， 进行 
cDNA 末端 快速 扩 增 (RACE)。 测 序 结 果 表 明 ,，5" 
RACE 扩 增 反应 得 到 312 bp 的 条 带 , 3'RACE 的 产 
物 长 度 为 1 726 bp。 利 用 DNAMAN 软件 将 相互 重 


车 的 两 次 RACE 和 中 间 片 段 序 列 进行 拼接 ,得 到 
2 102 bp 的 二 化 晓 HSP70 基因 全 长 序列 。 为 了 验证 
拼接 基因 序列 的 正确 性 , 通过 已 获得 的 序列 , 在 基 
因 两 端 设计 特异 性 引物 , 以 总 RNA 反 转 录 的 cDNA 
为 模板 , 进行 PCR 反应 , 扩 增 全 长 cDNA 片段 。 m 
隆 测序 后 得 到 的 序列 , 与 拼接 的 序列 比 对 后 发 现 没 
有 差异 , 进一步 验证 了 基因 序列 的 准确 性 和 完整 
性 。 将 获得 的 全 长 序列 提交 到 GenBank, 登录 号 
为 CU726137 。 

利用 NCBI 的 ORF finder ( http://www. ncbi. 
nlm. nih. gov/gorf/gorf. html) 对 序列 进行 分 析 , 该 序 
列 5' 问 存在 81 bp 的 非 编 码 区 (UTR) , 3 端 非 编码 
区 (UTR) 为 62 bp; 中 间 的 开放 阅读 框 (ORF) 长 度 
为 1 959 bp, 起 始 密 码 子 ATG, 终止 密码 子 TAA, 
编码 652 个 氨基 酸 , 利用 分 子 量 及 等 电 扣 估算 软件 
(http ://au. expasy. org/) ,推测 的 分 子 量 为 71 242 
Da, 等 电 点 pl 为 5.33。 用 蛋白质 软 件 Antheprot 分 
析 二 化 蜡 HSP70 EH, 发 现 3 个 HSP70 家 族 的 签 
名 序列 :IDLCTTYS(9 ~ 16 7&3) , IFDLGGGTFDVS 
IL( 197 ~ 210 73k), IVLVGGSTRIPKVQK (334 ~ 
348 5E X); Dank 特征 基 序 DLGTT-S-V (10 «18 55 
d), 非 细胞 希 基 序 RARFEEL (298 ~ 304 残 基 ) , 
胞 质 HSP70 特征 基 序 GPTIEEVD (645 ~ 652 FJ) 
以 及 徘 近 C 端的 GGMP4 肽 序列 ; 2 个 糖 基 化 位 点 
NKSI 和 NVSA。 根 据 所 获得 的 序列 符合 HSP70 家 
族 所 特有 的 氨基 酸 序 列 特征 ， 因 此 确认 该 序列 是 二 
ALIR HSP70 基因 完整 编码 区 cDNA 序列 (图 1)。 

将 推导 出 的 氨基 酸 序列 与 NCBI. 上 登录 的 其 他 
8 种 昆虫 同 源 序 列 比较 , 发 现 同 源 相似 性 达 70% 以 
b, FSZ Sesamia nonagrioides 及 家 看 
Bombyx mori 的 关系 最 近 ， 同 源 性 均 为 97% ; 与 东 
亚 飞 蝗 Locusta migratoria 同 源 性 为 92% ; 与 谢 氏 宽 
ME Mantichorula semenowi 和 赤 拟 谷 盗 Tribolium 
castaneum 同 源 性 为 9196; 5 4 X Chironomus 
tentans AZLI E t Cotesia rubecula F0 3 WH PE YS 8 
Liriomyza sativae 的 同 源 性 分 别 为 89%, 88% 和 
73% 。 利 用 ClustalX 和 MEGA2. 1 程序 将 氨基 酸 序 
列 进行 进化 树 分 析 , 结果 如 图 2 所 示 。 
3.2 ” 热 胁迫 下 HSP70 mRNA 相对 表达 情况 

为 了 比较 不 同 热 胁迫 温度 对 二 化 曝 血 淋巴 细胞 
HSP70 mRNA 表达 变化 的 有 影响, 通过 实时 定量 PCR 
检测 发 现 , 热 激 可 以 诱导 HSP70 mRNA 的 表达 , 不 
同 胁迫 温度 处 理 与 对 照 组 相 比 均 有 显著 差异 (P < 
0.05), 33%C , 36% 和 39% 处 理 28h 后 , 幼虫 血 淋 巴 
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4 Caagaaaaatagccgtcaategtgcacgttttecgagtgttertettttataagtctacaagttetagttaaatttacaca 
"82 atggcgaaagcacccgcagttggtatcgactt gggesccocgéactogegcgt gagt gtgrtecageatggcaaggtggagatcatcgea 
7^ HAKA PAU G II D L I yo oS & ü HH K u E I I À 


472 aacgaccagdgeaacaggaceacgcE9t59t5E9EE95StEEaEE9acactgagcgccteateggcgacgeccgccaagaaccag9tggc 
H ü H | Ei F R tL i H g 








atoaacccaaacaacaccatcttcgatgeccaaacotcttattggacotaagtttgaagatgccacagtccaagctgacatqaagcactog 
61 M H P H H T i F D à KX R L 1) 6G R K F E D à T U gg hà D H KW H W 
qz p ocittqaggttuteogtgatagaggtasapcasagattasagtagcctacesaggtgaagatszagactrtertooctgaagaagtaage 
91 P F E K P W I KU h "Y KK G E D KK TY F F FP E £t Ug 
taaaggaaacagecgaggcetaceteggt»aaactgtgcagaatgcagtaottacggttecageatactte 
421 s n U ra Y K ^HOK E T AE & Y L &G K T U U H h U I T uU P Ah * F 
5232 aacgactctcaaagacaggccacasaagattcaggtacaatcictggtcEgaacgttctecgastcatcaacgaacctactgetgctgcg 





151 H D 3 O R A TR 党 E T P %3 G L H U L R 3 Ii HHE 
622 attgcttacggtettgacaagaagggaggtagəgəacgtaacgteettattttegatettagtqgtągcacttttqatatatecatctto 
781 1 A * B L P M G G H L ld 1 —|d| 





712 secattpaggatgataterttgoggtgpsetetactgetqgtgarac Re RETI CEP 0rd 
211 T LN E 5» 5 LN F E Bd K 1 T AA 8 D T LN d * E S. Ed M R M Ad N H 








2h81 F U QO Se X Uu D a | 

892 aagegaaccctgtetteatecacccaggecagcattgaasttgattecttatatgaaggtategacttetacacgtetatcaccagggeg 
271 WX R T L S S $ T Q h S I| E ) b S L V E & 1 D F V T S 1 Y R h^ 
982 cgtttcgaagaactgaatgctgacctettcagatcaaccatggagrcagtggagaagtetctecgtgatgccaagatggacaaggctcaa 





381 F E. E L H A D i E 5 T HM E U EK L 8 b E N D KA 
19072 SICCacgacattgtectegteggeggo gtat! gtgcaasagctgttgraagacttctteaatggeaaggagetgaac 





7213 I H b |I NN Ed : | f ! L G D F F H & E 
1162 aaatccatcaaccccgacgaggeegtegegtacqgcgecgcegtecaggetgecattetecacggegacaagtetgaggaagtacaggac 
761 HM 3$*À I H p EE & h^ uU Q à ^h I L H G D K 3$ E E WU j 
1252 ctgtt gttgcttgacgtcactecectgtegeteggtatcegagaccgctggtggagtgatgaccacectcatcaagegcaacaccaccate 
391 L L L L D U T P L $ L & I E T Rh G UG U H T T L idi HK HR H T T I 
423547 grcaccaagcagacccagacckteactacctactctgacaatcaacceggtgtgctcatecaagttttcgagggtgagcgtgecatgace 
4h21 P T KK G T Q T F TY TY *Y $ D H Q9 P GG U L i Qg uU F E 6G E R hf Y 
15832 aaggacaacaacttacttggasagttcgaactgactggeattccccctgetecgegtggegtgectcagategaggtgaccttegatatt 
4517 W D H H L L GK L T È P PF P h^ P ü E wu F Poo 
522 gacgcaaacggcatcctgaacgtgteegeegtegagaagtecaccaacaaggagaacaagatcacgatcaccaacqacaagggecgectt 
481 D A N G I L H U S A U E K $ T H K E H K I T 1 T H D HK & HR L 
512 tcgaaggaggagatcgaacgcatggtcaacgaagctgagaagtacaggaacgaggacgagaaacagaaggataccateggegcecaagaac 
5$ K E E I E R H U H E 8 E K "V H H E D E K QU K D T I) G RA M MH 
17802 gcacttgagtcttactgcttcaacatgaagtcegacgatggaggatgctaatcetgaaggataagatttetgagactgacaagcagaccatc 
: A L E $ V U F H H K $ T H E D hA H L K D K I] S E T D K Q9 T I 
1792 ptegacaag t gcaatgacacastcaagiggctggackctastcagctggctgacaaggaggagracqagcacsagcagaasgaactqaea 
C H T D $ H E HM ü L E 























^1 L D E I K Y L b L A D K E E Y 

82 ggcatttgcaatecaatcatcactaagttgtaccagggagcgggtggagcceccagaggcatgcccggtggtatgcetagtttececgge 
C I CÈ H P I id T K L Vv d A G G Hh P G G H P 6G & H P F P 
972 ggagecccgggcgccggcggcgecagececetggtggeggcgceggccctaccatcgaggaggtcgattaaacacattccactetaccgaaa 
G A P RAGGA hh P G G 6G nh 6G P T 1)! E E U b æ 

062 atatcgcgggatatctctgcttgcttacttetttggcatac 


图 1 ZAI HSP70 基因 的 核 甘酸 序列 和 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 cDNA and predicted amino acid sequences of HSP70 of Chilo suppressalis 
方 框 部 分 为 HSP70 家 族 签名 序列 , 下 直 划 线 序列 表示 真 核 细 胞 特征 基 序 , 虚 下 划 线 序列 为 糖 基 化 位 点 , 终止 子 TAA 用 星 号 标 出 。Three 


signature sequences of HSP70 family are shown in boxes. Functional motifs of eukaryotic cells are underlined. Underline with dots indicates glycosylation 











site. The stop codon is marked with an asterisk. 


0.05 


I———4 UIDES Liriomyza sativae (AY842477) 






8X Chironomus tentans (AF448433) 


东亚 飞 蝗 Locusta migratoria (AAP57537) 


谢 氏 宽 漠 王 Mantichorula semenowi (ADB44081) 
ZI AZ ORE Cotesia rubecula (AAN73310) 










MÆ Sesamia nonagrioides (DQ004584) 


2x Bombyx mori (AB084922) 


ZAKA Chilo suppressalis (GU726137) 


IMAK Tribolium castaneum (XM 961518) 


图 2 基于 HSP70 氨基 酸 序列 的 系统 进化 树 
Fig.2  Phylogenetic tree based on amino acid sequences of HSP70 


括号 内 为 所 引 和 蛋白 氨基 酸 序 列 的 GenBank 登录 号 。The GenBank accession numbers for amino acid sequence data were shown in brackets. 
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细胞 HSP70 mRNA 表达 量 分 别提 高 了 1.73, 1.78 
和 1.49 倍 , 其 中 在 36% 时 表达 量 最 高 ，39% 时 
HSP70 mRNA 表达 量 下 降 , 但 仍 显 著 高 于 对 照 组 
(图 3)。 
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图 3 BUE iSo] 5 NR ILU CS 
细胞 HSP70 mRNA 表达 的 影响 
Fig.3 Expression profiles of HSP70 mRNA in haemo cytes 
from Chilo suppressalis under heat shock temperature 
HSP70 mRNA 表达 变化 通过 实时 定量 PCR 检测 。 每 一 处 理 重复 3 
次 , 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 不 同 小 写字 母 表示 0.05 水 平 下 显 
著 性 差异 。HSP70 mRNA level was determined by real-time quantitative 





PCR. Each temperature treatment was repeated thrice. Data are mean + 
SD, and different letters over the bars indicate that the means are 


significantly different ( P « 0.05). 


3.3 流 式 细胞 仪 检测 HSP70 蛋白 表达 

为 了 从 和 蛋 日 质 水 平 检测 HSP70 4& HB eA Tt 
变化 , 本 实验 采用 间接 奖 认 染色 法 对 幼虫 血 淋 巴 细 
胞 内 的 HSP70 蛋白 进行 标记 , 通过 严 光 强度 来 判断 
细胞 内 HSP70 和 蛋 日 的 表达 。 流 式 细胞 定量 分 析 显 
zh, HSP70 重 日 对 温度 的 应 管 趋势 基本 与 在 mRNA 
水 平 上 一 致 。 经 过 热 胁 迫 处 理 ,， 血 淋巴 细胞 的 
HSP70 生日 水 平 显著 增加, 与 对 照相 比 , 在 337 ， 
36C 和 39C 分 别 增加 了 1.36, 2.16 和 1.99 倍 , 其 
FH 36"C fü 39^C 处 理 的 HSP70 重 日 的 表达 量 显著 高 
T 33C 的 处 理 ，HSP70 Æ ARKEA 36 ~ 39 7C ği 
FEL SCR EEEE 4)。 


4 讨论 


本 人 研究 在 获得 中 间 片 段 的 基础 上 , 采用 RACE 
方法 分 别克 隆 5' 末 端 和 3' 末 端 核 芽 酸 序列 , 最 后 通 
过 重合 的 方法 , 将 各 个 片段 连接 起 来 , 得 到 了 二 
ALIR HSP70 基因 全 长 DNA, 经 氨基 酸 序 列 分 析 显 
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Heat shock temperature 
图 4 热 胁 迫 温 度 对 二 化 旦 血 淋 巴 
细胞 HSP70 蛋白 水 平 的 影响 
Fig.4 Expression levels of HSP70 protein in haemocytes 
from Chilo suppressalis under heat shock temperature 

HSP70 蛋白 水 平 通过 流 式 细胞 术 定 量 分 析 。 每 一 处 理 重复 3 次 , 图 
中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 不 同 小 写字 母 表 示 0.05 水 平 下 显著 性 
异 。HSP70 protein was determined by using a flow cytometer. Each 
temperature treatment was repeated thrice. Data are mean + SD, and 
different letters over the bars indicate that the means are significantly 


different (P < 0.05) . 


K, 该 基因 含有 HSP70 家 族 的 3 个 签名 序列 和 
Dnak 的 特征 基 序 DLGTT-S-V; 靠近 C 端 有 GGMP4 
肽 序列 ，C 末端 是 高 度 保守 的 细胞 质 特 异性 EEDV 
调控 基 序 , 表明 所 克隆 的 二 化 蜡 HSP70 基因 是 
Dnak 类 型 的 细胞 质 HSP70 基因 。 序 列 比 对 结果 表 
BH, 不 同 生 物 中 的 HSP70 基因 序列 有 较 高 的 同 源 
性 。 推 导 的 氨基 酸 序 列 与 已 报道 的 其 他 昆虫 HSP70 
氨基 酸 序列 一 致 性 达 70% 以 上 , REFSER S. 
nonagrioides 及 家 三 B. mori 的 关系 最 为 接近 ， 同 源 
性 高 达 97% ， 说 明 HSP70 重 日 保守 性 非常 强 。 本 
WRF, 基于 推导 的 氨基 酸 序列 与 已 知 的 其 他 8 种 
昆虫 建立 了 同 源 进化 树 。 

HSP70 和 蛋 日 主要 由 2 种 不 同 的 基因 所 编码 ， 即 
组 成 型 HSC70 基因 和 诱导 型 HSP70 基因 (Boutet et 
al., 2003; Franzellitti and Fabbri, 2005) 4 1E 5$ fe Al 
F, HSC70 基因 在 所 有 细胞 内 均 能 表达 , 且 表 达 量 
稳定 , 而 HSP70 基因 不 表达 或 表达 量 较 少 ; 在 环境 
胁迫 因子 刺激 下 ，HSC70 基因 在 细胞 内 表达 量 维持 
不 变 或 少量 增加 ， 而 HSP70 基因 高 度 诱导 表达 
( Boutet et al., 2003; Deane and Woo, 2005), 为 了 
WRAAE HSP70 基因 表达 , 本 实验 采用 实时 定量 
PCR 技术 检测 了 二 化 曝 幼 虫 在 热 激 条 件 下 HSP70 
mRNA 转录 水 平 的 变化 。 实 验 发 现 热 激 显著 诱导 了 
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幼虫 血 淋 巴 细胞 HSP70 mRNA 表达 , 不 同 热 激 强度 
处 理 ，HSP70 mRNA 表达 量 各 不 相同 , 可 能 是 由 于 
不 同 温度 对 机 体 细胞 造成 的 影响 不 同 。 人 研究 结果 显 
7h , 热 休 克 反 应 中 HSP70 mRNA 的 表达 可 能 存在 国 
值 , 二 化 旦 幼虫 血 淋 巴 细胞 内 HSP70 基因 在 36°C 
时 表达 量 最 高 , 超过 36% ，HSP70 mRNA 表达 量 下 
降 , 36*C 可 能 是 诱导 幼虫 血 淋 巴 细胞 HSP70 mRNA 
表达 的 最 佳 热 休 克 反 应 条 件 。Huang 和 Kang 
(2007) 人 研究 发 现 ， 美洲 斑 潜 晶 L. sativae HSP70 
mRNA 被 高 温 诱导 表达 的 最 高 国 值 出 现在 42.551 , 
在 热 休克 反应 中 , SK 0E E BIARTERBUR T $6 
录 和 翻译 水 平 ， 因 为 蛋 日 质 是 基因 功能 的 表现 形 
式 , 不 管 HSP70 mRNA 水 平 变化 有 多 大 ,如 果 没 有 
HSP70 蛋 日 执行 功能 , 细胞 是 不 可 能 得 到 保护 的 。 
所 以 , TAE HSP70 的 转录 和 翻译 之 间 的 动态 关系 是 
极其 重要 的 。 传 统 上 , 一 般 采用 免疫 印迹 法 对 目的 
和 蛋白 进 行 定 量 研 究 , 但 在 检测 之 前 ,必须 对 总 重 日 
进行 严格 定量 , 操作 过 程 比 较 烦 珊 ,所 得 结果 干扰 
因素 多 。 流 式 细 胞 术 (flow cytometry, FCM) 是 一 种 
适用 于 单 细胞 悬 液 、 可 逐个 细胞 检测 目的 重 日 的 方 
法 。 与 Western blot 相 比 , 该 方法 操作 简便 \ 干 扰 因 
素 少 、 所 得 结果 更 为 精确 可 靠 (Renault et al., 
2001) 。 本 研究 用 流 式 细胞 本 检测 二 化 嵌 幼虫 血 淋 
巴 细胞 HSP70 和 蛋白 的 表达 量变 化 , 结果 显示 热 胁 迫 
诱导 了 HSP70 EHARA, 与 HSP70 mRNA 水 
^F ERgexSEEE— M, WHAE 27] ri o T E3200 I8 
HSP70 在 转录 及 翻译 水 平 上 受到 热 应 激 的 调节 。 
HSP70 和 蛋白 在 体内 的 积累 , 能 使 机 体 迅 速 适应 
环境 的 变化 , 保护 机 体 免 受 胁迫 因子 的 伤害 。 有 人 研 
究 显示 HSP70 和 蛋 日 保护 经 过 乙醇 处 理 的 星 状 胶 质 
细胞 免 受 氧化 损伤 及 DNA 伤害 (Russo et al., 
2001) ; 亚 致死 温度 诱导 HSP70 和 蛋 昌 表达 能 保护 人 
角膜 纤维 原 细胞 免 受 氧化 损伤 ( Kim et al., 2004) ; 
热 激 后 钾 鱼 体内 产生 的 HSP70 和 蛋白 能 提高 其 抗 高 
AH BE J (Carpenter and Hofmann, 2000) ; X PH HE 
射 下 的 果 晶 幼虫 和 晴 体 内 大 量 表达 HSP70 和 蛋 日 后 
可 以 抵抗 40% 高 温 (Feder and Krebs, 1997) 。 在 本 
实验 中 , 热 协 迫 引起 二 化 虹 幼 虫 体 内 产生 氧化 应 激 
反应 ,， 显 车 提高 了 幼虫 血 淋 巴 细胞 内 HSP70 2& F7K 
F, 但 是 热 协 迫 处 理 并 没有 导致 幼虫 血 淋 巴 细胞 凋 
亡 的 显著 变化 (为 文 发 表 ) , 表明 HSP70 和 蛋白 表达 
量 的 增加 有 效 地 消除 了 氧化 应 激 对 幼虫 血 淋 巴 细胞 
的 伤害 。 实 验 中 发 现 二 化 蜡 幼 虫 血 淋 巴 细胞 HSP70 
基因 表达 量 在 36 忆 时 最 高 , 39% 时 表达 量 下 降 ， 而 


HSP70 4 F1 € 35 fk 36 ~ 39*C 范围 内 没有 显著 变 
化 , 可 能 的 原因 是 HSP70 的 mRNA FE H E A) yi 
度 的 应 管 快慢 程度 是 不 同 的 。 由 于 转录 和 翻译 在 时 
间 上 的 先后 顺序 , RES c s BR DEAS T PEOR EIE 
党 的 。 以 前 的 研究 (DiDomenico et al., 1982) 表明 
HSP70 £& E46 os $8) — x EUR 7T 48 PERS JG, 
HSP70 EAX 2E HRLESL PSP TE HIA AEZGPR HJ , 它 只 能 
在 一 定 范围 内 起 作用 。 一 方面 热 休克 和 蛋 晶 的 高 表达 
提高 了 昆虫 的 耐 热能 力 , fib R $e T da SE EUIS OK 
的 直接 伤害 ; 但 男 一 方面 , 热 休克 重 晶 的 诱导 表达 
可 能 会 影响 昆虫 正常 的 生长 发 育 ， 从 而 对 许多 生理 
过 程 如 生殖 等 市 来 负面 的 影响 (Krebs and Feder, 
1997; Feder and Hofmann, 1999; Huang et al., 
2007) 。 昆 虫 在 对 外 界 环境 适应 的 过 程 中 必须 在 这 
两 者 中 保持 一 定 的 平衡 , 而 这 种 平衡 能 力也 反映 了 
昆虫 对 环境 的 适应 性 进化 。 

总 之 , 昆虫 在 目 然 界 中 遭遇 的 高 温 胁 迫 非 常 普 
3, 作为 生物 体 在 各 种 胁迫 条 件 下 诱导 合成 的 热 休 
克 和 蛋 日 是 当今 生物 抗 逆 生理 学 的 一 个 重要 人 研究 内 
容 。 在 以 上 研究 中 , 我 们 成 功 殉 隆 了 二 化 螟 HSP70 
基因 的 全 长 cDNA 序列 , 通过 对 该 基因 在 mRNA 水 
平和 和 蛋 日 质 水 平 的 热 激 动态 变化 分 析 ， 有 助 于 进 一 
步 了 解 二 化 蝇 幼 虫 对 热 胁 迫 适应 的 分 子 机 制 。 
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